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“ 通 督 调 神 ” 电 针 预 处 理 介 导 miR-124-3p/GSK-3 B / 
Cyp-D 信号 通路 对 脑 缺 血 和 再 灌注 损伤 大 鼠 
脑 皮 质 线粒体 通 透 性 转换 孔 的 影响 及 机 制 探讨 
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【 摘要】 BS 缺 血性 脑 卒 中 发 病 率 、 死 亡 率 、 致 残 率 均 较 高 ， 溶 栓 后 的 再 灌注 损伤 对 患者 影响 较 大 ， 针 刺 是 
治疗 本 病 的 特色 疗法 ， 但 作用 机 制 尚 不 明确 。 目 的 ”探讨 “ 通 督 调 神 ” 电 针 预 处 理 对 脑 缺 血 再 灌注 损伤 (CIRI ) 大 鼠 
miR-124-3p/ 糖 原 合成 酶 激酶 B (CSK-3B ) / 亲 环 素 D (Cyp-D ) 信号 通路 及 线粒体 膜 通 透 性 转换 孔 (MPTP ) 的 影响 ， 
探讨 其 防治 CIRI 的 可 能 机 制 。 方 法 2022 年 6 一 8 月 , 将 100 只 清洁 级 SD 大 鼠 随机 分 为 假手 术 组 、 模 型 组 、 电 针 组 、 
抑制 剂 组 和 电 针 + 激动 剂 组 ， 每 组 20 只 。 造 模 前 干预 7d， 电 针 组 、 电 针 + 激动 剂 组 选取 通 督 调 神 穴 组 : 百 会 、 风 府 、 
大 椎 穴 进行 电 针 干预 ，1 次 /4， 连 续 7 d; 造 模 前 24 h 电 针 + 激动 剂 组 和 抑制 剂 组 分 别 侧 脑室 注射 miR-124 激动 剂 和 
抑制 剂 (5 nmol) 。 除 假手 术 组 ， 余 组 采用 改良 线 栓 法 制备 大 鼠 右 侧 脑 缺 血 再 灌注 模型 ; 造 模 成 功 后 ， 取 大 鼠 右 侧 脑 
皮质 ， 采 用 改良 神经 功能 损伤 评分 量 表 ( mNSS ) 、TTC 染色 观察 各 组 大 鼠 神经 功能 损伤 程度 ，TUNEL 染色 以 及 透射 
电镜 观察 神经 细胞 损伤 情况 ; 免疫 荧光 染色 、Western blotting、 实 时 葡 光 定量 PCR 检测 各 组 大 鼠 脑 皮质 GSK-3 B 、 
p-GSK-3 B 、Cyp-D、 细 胞 色素 C (Cyt-C) 、Caspase-3 表达 。 结 果 ” 除 假手 术 组 ， 各 组 大 鼠 均 造 模 成 功 。 与 假手 术 
组 比较 , 模型 组 大 鼠 mNSS 评分 及 脑 组 织 相对 梗死 体积 均 增加 , 线粒体 结构 破坏 严重 , 细胞 凋 亡 指数 升 高 , p-GSK-3B 、 
Cyp-D 阳性 表达 分 别 减弱 和 增强 ，miR-124-3p 及 Cyp-D、Cyt-C、Caspase-3 mRNA 表达 增高 ,p-CSK-3B/ GSK-3B 
值 降低 ，Cyp-D、Cyt-C、Caspase-3 蛋白 相对 表达 量 增高 ，MPTP 开放 程度 增加 ( P<0.05 ) 。 与 模型 组 比较 ， 电 针 组 、 
抑制 剂 组 mNSS 评分 及 相对 梗死 体积 均 降 低 ， 线 粒 体 结构 破坏 减轻 ，p-GSK-3B/GSK-3B 增加 ，Caspase-3 蛋白 相对 
表达 量 降低 ; 电 针 + 激动 剂 组 CSK-3B mRNA 表达 增高 ( P<0.05 ) ; 电 针 组 、 抑 制剂 组 、 电 针 + 激动 剂 组 细胞 凋 亡 指 
数 降 低 ，p-GSK-3B 、Cyp-D BH Hepes FSS ALLA miR-124—3p 及 Cyp-D Cyt-C, Caspase-3 mRNA 表达 降低 ， 
Cyp-D、Cyt-C 蛋白 相对 表达 量 降低 ，MPTP 开放 程度 降低 ( P<0.05 ) 。 与 电 针 组 比较 ， 抑 制剂 组 p-GSK-3 B 阳性 表 
达 增 强 ，Cyp-D 阳性 表达 减弱 ， miR-124-3p 及 Cyp-D Cyt-C, Caspase-3 mRNA 表达 降低 ，GSK-3 B mRNA 表达 增高 ， 
Cyp-D、Cyt-C 蛋白 相对 表达 量 降低 ，MPTP 开放 程度 降低 ( P<0.05 ) ; 电 针 + 激动 剂 组 细胞 凋 亡 指数 增高 ，p-GSK-3B 
阳性 表达 减弱 ，Cyp-D 阳性 表达 增强 ，miR-124- Caspase-3 mRNA 表达 增高 ，Cyp-D 、Cyt-C 蛋白 相对 表 
达 量 增高 ，MPTP 开放 程度 增加 ( P<0.05 ) o Ay “ 通 督 调 神 ” 电 针 预 处 理 可 减轻 CIRI 大 鼠 神经 损伤 ， 其 机 制 可 能 
与 介 时 miR_124_3n/CSK_3B /Cyp-D 信号 通路 、 P e lat D aE rt 
上 进一步 验证 了 “ 通 督 调 神 ” 针 法 治疗 CIRI 的 疗效 ， 同 时 为 中 医 “ 治 未 病 ” 提 供 新 的 科学 依据 ， 促 进 临 床 应 用 。 
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Effect and Mechanism of Tongdu Tiaoshen Electroacupuncture Pretreatment—mediated MiR-124-3p/GSK-3 B/Cyp-D 
Signaling Pathway on Mitochondrial Permeability Transition Pore in Cerebral Cortex of Rats with Cerebral Ischemia- 
reperfusion Injury ZHANG Guoging', TONG Tingting °, WANG Ying’, LI Kuiwu’, ZHANG Lida*®, WU Xiaoging’, LI 
Chenglong’, WANG Junli*, ZHANG Junyu', HAN Wei" 
1.Department of Encephalopathy, the Second Affiliated Hospital of Anhui University of Chinese Medicine, Hefei 230061, China 
2.The Second Clinical Medical College, Anhui University of Chinese Medicine, Hefei 230061, China 
3.Department of TCM, Brain Hospital Affiliated to Guangzhou Medical University, Guangzhou 510370, China 
4.Department of Geriatrics, the Second Affiliated Hospital of Anhui University of Chinese Medicine, Hefei 230061, China 
“Corresponding author: HAN Wei, Chief physician/Doctoral supervisor; E-mail: 13956060099@139.com 

[ Abstract] Background The incidence, mortality and disability rates of ischemic stroke are high, and the 
reperfusion injury after thrombolytic therapy has a great impact on patients. Acupuncture is a characteristic therapy for the 
treatment of the disease, but the action mechanism remains unclear. Objective To observe the effect of Tongdu Tiaoshen 
electroacupuncture (EA) pretreatment on miR-124—3p/elycogen synthase kinase B (GSK-3B ) /cyclin D (Cyp-D) 
signaling pathway and mitochondrial permeability transition pore of cerebral ischemia—reperfusion injury ( CIRI) rats, and 
explore its possible mechanism of prevention and control of CIRI. Methods June to August 2022, a total of 100 clean SD rats 
were randomly divided into the sham operation group, model group, EA group, agonist group and EA + inhibitor group, 
with 20 rats in each group. For 7 d of intervention before modeling, in the EA group and EA + inhibitor group, "Baihui" (GV 
20) , "Fengfu" (GV 16) and "Dazhui" (GV 14 ) were selected to perform electroacupuncture 1 time a day for 7 days. For 24 
h before modeling, miR-124 agonist and inhibitor (5 nmol ) were injected into the lateral ventricles in the EA + agonist group 
and inhibitor group. Except for the sham operation group, the right cerebral ischemia—reperfusion model of rats was prepared by 
the modified suture method in the rest groups. The right cerebral cortex of rats was taken, the degree of neurological impairment 
in each group was observed using mNSS scale and TTC staining, the nerve cell injury was observed by TUNEL staining and 
transmission electron microscopy. The expressions of GSK-3 B , p-GSK-3 B , Cyp-D, Cyt-C and Caspase-3 in cerebral cortex 
of each group were detected by immunofluorescence staining, Western blot and real-time quantitative PCR. Results Except for 
the sham operation group, all rest groups of rats were successfully modeled. Compared with the sham operation group, mNSS 
score and infarct volume of brain tissue were increased, mitochondrial structure was seriously damaged, cell apoptosis index was 
increased, p—GSK-3 B positive expression was reduced, Cyp-D positive expression was enhanced, miR-124—3p, Cyp-D, 
Cyt-C and Caspase-3 mRNA expressions were increased, p—GSK-3 B / GSK-3 B ratio was decreased, relative Cyp—D, 
Cyt-C, and Caspase-3 protein expressions were increased, and MPTP openness degree was increased in the model group( P<0.05 ). 
Compared with the model group, mNSS score and relative infarct volume were decreased, mitochondrial structure destruction 
was relieved, p—GSK-3 B /GSK-3 B ratio was increased, and relative expression of Caspase—3 protein was decreased in the 
electroacupuncture group and inhibitor group; the mRNA expression of GSK-3 B was increased in electroacupuncture + agonist 


group ( P<0.05 ) ; apoptosis index was decreased, positive expression of p-GSK-3 B was reduced and positive expression of 


Cyp-D was enhanced respectively, miR-124-3p, Cyp-D, Cyt-C and Caspase—3 mRNA expressions were decreased, Cyp—D 
and Cyt-—C protein expressions were decreased, the degree of MPTP openness was decreased in the electroacupuncture group, 

inhibitor group and electroacupuncture + agonist group ( P<0.05 ) . Compared with the electroacupuncture group, p-GSK-3 B 
positive expression was enhanced, Cyp-D positive expression was reduced, miR-124—-3p and Cyp-D, Cyt-C, Caspase-3 
mRNA expressions were decreased, GSK-3 B mRNA expression was increased, Cyp-D and Cyt-C protein expressions were 
decreased, and MPTP openness degree was reduced in the agonist group ( P<0.05 ) ; the apoptosis index was increased, 

the positive expression of P-GSK-3 B was reduced, the positive expression of Cyp—D was enhanced, the expressions of miR— 
124-3p, Cyt-C and Caspase-3 mRNA were increased, the expressions of Cyp—D and Cyt-C protein were increased, and the 
openness degree of MPTP was increased in the electroacupuncture + agonist group ( P<0.05 ) . Conclusion Tongdu Tiaoshen 


electroacupuncture pretreatment can alleviate neurological impairment in cerebral ischemia—reperfusion rats, the mechanism 


may be related to mediating miR-124—3p/GSK-3 B /Cyp—D signaling pathway, inhibiting MPTP openness and thus reducing 
cell injury. The results of this study further verified the therapeutic effect of Tongdu Tiaoshen electroacupuncture in the treatment 
of CIRI from the mechanism, providing a new scientific basis for preventive treatment of disease of TCM and promote its clinical 
application. 

{Key words] Reperfusion injury; Brain ischemia; Stroke; Mitochondrial permeability transition pore; Tongdu 
Tiaoshen; Electroacupuncture therapy; miR-124-3p; Point GV20 ( Baihui ) ; Point GV16 ( Fengfu ) ; Point GV14 ( Dazhui ) 
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脑 卒中 是 人 类 致死 和 致 残 的 主要 疾病 之 一 "1, 其 中 ， 
缺 血 性 脑 卒中 的 发 生 率 约 为 87% 522 。 目 前 国际 公认 的 
急性 期 脑 卒中 的 有 效 治 疗 手段 是 尽早 溶 栓 恢复 血 流 -?)， 
然而 恢复 缺 血 区 血 流 会 不 可 避免 地 加 重 缺 血性 脑 损伤 ， 
引起 脑 缺 血 再 灌注 损伤 (CIRI) “1 。 研 究 发 现 ， 电 针 
预 处 理 对 CRI 具有 抑制 炎 性 反应 、 调 节 自 噬 、 抗 氧化 
应 激 等 作用 ' ”1 。 然 而 ， 有 关 电 针 防 治 CIRI 的 作用 机 
制 尚未 能 完全 明晰 ， 有 待 进一步 研究 。 

CIRI 的 病理 过 程 较为 复杂 ,线粒体 作为 细胞 的 动 
力 源 在 细胞 能 量 稳 态 中 起 着 关键 作用 '” ， 线 粒 体 功能 
障碍 是 右 官 再 灌注 损伤 发 生 后 诱发 机 体 损伤 的 重要 因 
素 “”  。 因 此 ， 各 向 线粒体 可 能 是 缺 血 性 卒中 的 重要 防 
治 策略 之 一 。 线 粒 体 通 透 性 转换 孔 (MPTP) 开放 
是 线粒体 功能 障碍 以 及 诱发 神经 元 凋 亡 级 联 反应 的 关键 
环节 上 。 亲 环 素 D ( Cyp-D ) 是 调控 MPTP 的 关键 蛋白 ， 
当 MPTP 异常 开放 后 , 线粒体 内 膜 上 细胞 色素 C( Cyt-C ) 
等 被 释放 入 细胞 质 中 ， 进 而 激活 凋 亡 相关 蛋白， 诱发 细 
胞 凋 亡 "2 。 

微小 RNA 在 调节 多 种 细胞 功能 中 发 挥 重 要 作用 ， 
其 中 miR-124 特异 性 表达 于 中 枢 神 经 系统 。 研 究 
显示 ，miR-124 的 异常 表达 与 脑 损伤 密切 相关 | H 
miR-124 与 糖 原 合成 酶 激酶 -3B (GSK-3B ) mRNA 
之 间 可 能 存在 靶 向 关系 '“ 。GSK-3B 可 以 通过 直接 调 
节 MPTP， 维 持 线粒体 功能 '“ 。 电 针 预 处 理 对 CIRI 的 
神经 保护 作用 是 否 与 miR-124-3p/GSK-3 B/Cyp-D 信和 号 
通路 介 导 的 MPTP 开放 度 降低 相关 ， 值 得 关注 。 

本 研究 通过 观察 “ 通 督 调 神 ” 电 针 预 处 理 对 CIRI 
大 鼠 缺 血 侧 脑 皮质 神经 元 线粒体 MPTP 的 影响 ， 探 讨 电 
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(HRP, ZB-2305) 、 山 羊 抗 免 IgG (HRP，ZB-2301 ) 
均 购 于 北京 Zsbio 公司 。 糖 原 合 酶 激酶 3B (GSK3B ) 
抗体 (BS1402 ) 、p-GSK3B 抗体 (BS4084 ) 购 于 美国 
Bioworld AF], RIEA D ( Cyp-D ) 抗体 ( ABP52875 ) 
购 于 瑞士 Abbkin 公 司 ,细胞 色素 C(CCyt C ) 抗 体 ( BA0781 ) 
购 于 美国 Boster 公司 ， 半 胱 氮 酸 天 冬 氮 酸 和 蛋白酶 -3 
( Caspase—3 ) 抗体 (ab184787 ) 购 于 英国 abcam 公司 ; 
PCR 引物 〈 上海 Sangon Biotech 公司 ) ; TUNEL 细胞 调 
TEMANE (B014 ) 、 山 羊 抗 免 IgG (FITC, B029 ) 
购 于 安徽 欣 乐 生物 技术 有 限 公 司 ; AHR E Cyp-D Fit 
YE (bs-9878R ) 购 于 北京 博 奥 森 生物 技术 有 限 公 司 ， 免 
HEKE GSK3B 抗体 (BS1402) 、 免 抗 大 鼠 P-CSK3B 
抗体 (BS4084 ) 购 于 美国 Bioworld 公司 ; 线粒体 通 透 性 
转换 孔 (MPTP ) 检测 试剂 盒 (C2009S ) WF ERZ 
天 生物 技术 有 限 公 司 。miR-124-3p 激动 剂 (ISO9001 ) 、 
miR-124-3p 抑制 剂 (ISO13485 ) ， 购 于 广州 市 锐 博 生 
物 科技 有 限 公司 。 

天 协 牌 一 次 性 无 菌 针灸 针 (0.3 mm x 25.0 mm, 
苏州 天 协 针灸 器 械 有 限 公 司 ) ， 华 伦 牌 电子 针 疗 仪 
(SDZ- 开 ， 苏 州 医疗 用 品 广 有 限 公 司 ) ， 电 子 天 平 
(FA2004N， 上 海 靖 海 仪 器 有 限 公 司 ) ， 灾 光 显 微 镜 
(BX51， 日 本 Olympus 公司 ) ,徕卡 切片 机 (RM2016, 
德国 Leica 公司 ) , BIER HE PCR {X ( PIKOREAL 96, 
美国 Thermo Scientific) ， 流 式 细 胞 仪 ( CytoF LEX, 
上 海 贝克 曼 库 尔 特 国际 贸易 有 限 公 司 ) ,动物 麻醉 机 
( R500/R600 系列 ， 深 圳 瑞 沃 德 生命 科技 有 限 公 司 ) ， 
Image J 图 像 分 析 软 件 (美国 NIH 公司 ) ， 全 自动 数字 
切片 扫描 系统 ( Pannoramic MIDI， 匈 牙 利 3DHISTECH 


针 预 处 理 对 CIRI 大 鼠 的 潜在 神经 保护 机 制 , 为 促进 “ 通 
督 调 神 ” 针 刺 法 对 缺 血性 脑 卒 中 的 临床 应 用 提供 新 的 科 
学 依据 。 

1 材料 与 方法 

1.1 实验 动物 与 分 组 SPF 级 雄性 SD 大 鼠 100 H, P 
龄 7 周 ， 体 质量 200~250 g， 购 自 湖南 斯 莱克 景 达 实 验 
动物 有 限 公 司 【 清洁 级 ， 许 可 证 号 : SCXK ( 湘 ) 2019- 
0004 ]， 饲 养 于 安徽 中 医药 大 学 实验 动物 中 心 。 饲 养 条 
件 : Wk, 温度 (2342) CC， 相对 湿度 (60% +10) %, 
自由 摄食 饮水 ，12 h/12 h 明暗 周期 。 适 应 性 饲养 1 周 后 ， 
采用 随机 数字 表 法 将 大 鼠 分 为 假手 术 组 、 模 型 组 、 电 针 
组 、 抑 制剂 组 与 电 针 + 激动 剂 组 ， 每 组 20 只 。 本 次 实 
验 过 程 中 对 大 鼠 的 处 置 符合 国家 科技 部 2006 年 颁布 的 
《关于 善待 实验 动物 的 指导 性 意见 》 中 的 相关 规定 ， 
并 取得 安徽 中 医药 大 学 伦理 委员 会 批准 ( 伦理 编号 : 
AHUCM-rats-2021012 ) 。 

12 主要 试剂 与 仪器 ”小 鼠 抗 大 鼠 甘 油 醛 -3- 磷酸 
Mi a NE (GAPDH ) 抗体 (TA-08) 、 山 羊 抗 小 鼠 IgG 


公司 ) ， 形 态 学 图 像 分 析 系 统 ( JD801， 江 苏 省 捷达 科 
技 发 展 有 限 公司 ) 。 

1.3 干预 方法 ” 造 模 前 干预 7 d: (1) 假手 术 组 与 模 
型 组 大 鼠 常 规 饲 养 ， 同 电 针 组 做 相同 的 抓 取 、 捆 绑 ， 但 
不 做 任何 干预 。 ( 2 ) 电 针 组 大 鼠 在 干预 期 内 吸入 异 氟 
烷 麻 醉 状态 下 ， 抓 取 、 捆 绑 ， 俯 四 位 固定 于 鼠 板 上 。 选 
取 通 督 调 神 穴 组 百 会 、 风 府 、 大 椎 灾 进行 干预 ， 取 
0.20 x 25.0 mm 毫 针 ， 在 针 柄 处 连接 电 针 治 疗 仪 ， 以 针 
体 轻 轻 抖 动 为 度 ， 选 用 玻 密 波 ， 频 率 为 2 Hz/5 Hz， 电 
流 强 度 1~2 mA，1 次 /4，20 min/ 次 ， 连 续 干 预 7d。 穴 
区 定位 及 针 刺 方法 : 百 会 ， 顶 骨 的 正中 央 ， 向 后 斜 刺 3 
mm; UA, POA Aa ee UPA ab, PR EEL 
3mm; 大 椎 ， 第 7 颈椎 与 第 1 MOET), SARER, [al 
后 斜 刺 3 mm。 穴 位 定位 参照 《实验 针 焦 学 》'" 关于 
“常用 实验 动物 针 焦 穴位 ”的 取 穴 标准 。 (3 ) 抑制 剂 
组 大 鼠 在 干预 期 内 前 期 常规 饲养 ， 同 电 针 组 做 相同 的 抓 
取 、 捆 绑 。 大 鼠 于 造 模 前 24 h 经 侧 脑室 注射 miR-124- 
3p 抑制 剂 10 wl (0.5 nmol /wl) 。 侧 脑室 注射 : 大 鼠 
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腹腔 注射 2 % RE KREIRA (30 mg/kg ) PREE I Eh 
位 固定 于 脑 立 体 定位 仪 上 ， 备 皮 后 用 2% TTR E 
溶液 消毒 ， 沿 头 部 正中 作 一 长 0.5~1.0 mm 的 纵向 切口 ， 
暴露 颅骨 后 用 棉签 蕊 取 3% 过 氧化 氢 溶 液 涂 控 颅 骨 表 面 ， 
记号 笔 标记 前 加点 。 以 前 移 为 基点 ， 调 整 进 针 点 坐标 位 
置 〈 前 四 后 : 0.8 mm, ERIRE TES: 1.5 mm, 
进 针 深度 : 4.5mm) 。 用 牙科 外 (孔径 约 2 mm) 销 开 
颅骨 至 硬 脑膜 ， 使 用 微量 注射 器 进入 硬 膜 下 4.5 mm 的 
侧 脑室 位 置 后 连接 脑 立 体 定 位 仪 ， 以 0.5 u Imin 的 速度 
向 脑室 内 注射 miR-124 抑制 剂 ， 注 射 完 毕 后 留针 5~10 
min， 以 防 药 液 外 渗 ， 结 束 后 缓慢 退出 注射 器 ， 干 棉 球 
轻微 按压 针 孔 ， 消 毒 后 逐 层 缝合 头皮 。 (4) 电 针 + 激 
动 剂 组 大 鼠 在 干预 期 内 与 电 针 组 同期 进行 相同 的 电 针 干 
预 ， 并 且 于 造 模 前 24 h 经 侧 脑 室 注射 miR-124-3p 激动 
剂 10 wl (0.5 nmol/l) o 

1.4 模型 制备 ”末次 电 针 及 侧 脑 室 注射 24 h 后 ， 参 照 
HAX O 采用 改良 线 栓 法 制备 CIRI 大 鼠 模 型 。 大 
鼠 腹 腔 注 射 2% 戊 巴 比 妥 钠 洲 液 030 mg/kg) PEJS M 
卧 位 固定 于 鼠 板 上 、 备 皮 , 2% 复方 聚 维 酮 础 溶液 消毒 ， 
于 领 前 正中 偏 右 0.2~0.3 cm 皮肤 行 一 长 1.5~2.0 cm 纵 行 
WO, TEENA FR, SRMF, ED 


ChinaXiv 合 作 期 刊 
中 国 全 科 医 学 杂志 


1.5.1 行为 学 检测 采用 改良 神经 功能 损伤 评分 量 表 
(mNSS ) “2 评定 各 组 大 鼠 CIRI 模型 制备 完成 24h 后 
神经 行为 学 情况 。mNSS 评分 总 分 为 0~18 分 。 分 数 越 高 ， 
代表 神经 功能 损伤 越 严 重 。 

1.5.2 组织 取 材 神经 功能 损伤 评分 结束 后 大 鼠 腹 腔 注 
2% 戊 巴 比 妥 钠 (30 mg/kg) 麻醉 。 每 组 随机 选取 15 只 
大 鼠 ， 迅 速 断 头 ， 取 出 全 脑 组 织 。 每 组 取 5S 只 大 鼠 全 脑 
用 冰 0.9% 氧化 钠 溶液 冲洗 ,冰箱 速冻 ,用 于 TTC 染色 。 
每 组 取 4 只 大 鼠 迅 速 打开 胸腔 暴露 心脏 ， 用 0.9% 氧化 
钠 溶液 进行 灌注 后 取 脑 ， 分 离 右 侧 皮质 组 织 ， 将 其 修整 
成 2 份 大 小 为 1 mm x1 mmx1 mm 的 组 织 样本 ， 一 份 置 
于 电镜 固定 液 内 室温 固定 24 h， 于 4 名 冰箱 保存 以 行 透 
射电 镜 观察 ， 另 一 份 用 于 制备 单 细胞 悬 液 ， 以 行 流 式 细 
胞 检测 。 每 组 取 6 只 大 鼠 断 头 后 取 右 侧 脑 皮质 组 织 迅速 
装 入 冻 存 管 置 于 液 氮 缸 中 低温 保存 ， 用 于 实时 严 光 定量 
PCR, Western blotting 检测 。 每 组 剩余 的 5 RK BORE 
打开 胸腔 ,暴露 心脏 后 依次 予以 0.9% 氧化 钠 深 液 及 4% 
多 聚 甲 醛 灌注 ， 结 束 后 于 冰 上 上 断 头 分 离 出 全 脑 组 织 ， 置 
于 4% 多 聚 甲醛 中 国定 24~48 h, HF TUNEL 染色 和 免 
REKER, 

1.5.3 TTC 染色 法 观察 各 组 大 鼠 脑 组 织 梗死 情况 


前 肌 群 与 胸 锁 乳 突 肌 与 之 间 向 深部 钝 性 分 离 ， 暴 露 贷 动 
脉 精 ， 玻 璃 分 针 游 离 代 总 动脉 (CCA ) 和 迷走 神经 ， 向 
上 分 离 直 至 CCA 分 义 处 。 鲁 性 分 离 颈 外 动脉 CECA ) 
和 颈 内 动脉 CICA) ， 使 之 清晰 可 见 。 结 扎 距 离 ICA, 
ECA 分 又 处 下 7~10 mm 的 CCA 近 心 端 ， 同时 在 CCA 中 
BS ICA, ECA 分 又 处 下 3 mm 的 CCA 远 心 端 打 一 活 结 备 
用 。 结 扎 ECA 近 心 端 ， 动 脉 微血管 来 夹 闭 ICA。 在 活 
结 下 2 mm 处 用 显 微 剪 在 CCA 上 前 一 “V” 型 切口 ,， 插 
人 直径 0.3 mm 的 硅胶 线 栓 ， 沿 ICA 方向 插入 后 去 除 血 
Ie, MICA, ECA 分 又 处 继续 插入 18~20 mm, FR 
栓 遇 轻微 阻力 时 停止 并 结扎 CCA 上 的 活 结 。2% 复方 聚 
维 酮 础 溶液 消毒 后 逐 层 缝合 切口 ， 将 线 栓 尾 端 留置 在 体 
外 ， 用 0.9% 的 握 化 钠 溶液 浸 湿 的 棉 球 覆盖 伤口 ， 腹 腔 
注射 青霉素 钠 溶液 0.2 ml/d (4 x 10° U/d ) 预防 感染 。 
模型 组 、 电 针 组 、 电 针 + 激动 剂 组 及 抑制 剂 组 均 按 
上 述 方法 造 模 ; 假手 术 组 大 鼠 只 分 离 右 侧 颈 部 CCA、 
ICA, ECA, 不 进行 结扎 和 搬 线 ; 模型 大 鼠 脑 缺 血 2h 后 ， 
回 抽 线 栓 令 头 端 退 至 CCA 结扎 处 , 恢复 大 脑 中 动脉 灌注 。 
再 灌注 2h 后 依据 Zea-Longa5 分 法 对 大 鼠 进行 神经 
功能 缺损 评分 ?1 ，0 分 : 无 神经 功能 损伤 症状 ; 14: 
不 能 完全 伸展 对 侧 前 肢 , 提 尾 悬 吊 时 左前 肢 届 曲 ; 2 分 
疏 行 时 向 对 侧 转圈 ; 3 分 : 爬行 时 向 对 侧 倾倒 ，4 分 : 
意识 水 平 下 降 或 丧失 ， 不 能 自主 行走 。1~3 分 视 为 造 模 
成 功 ， 纳 入 实验 。 各 组 大 鼠 均 造 模 成 功 。 
15 取材 及 指标 检测 


取 -20 CUKAAIS 20 min 的 脑 组 织 ， 去 除 小 脑 及 嗅 球 
部 分 后 ， 切 成 5 个 厚度 约 2 mm 的 冠状 切片 ， 将 脑 片 置 
于 2%TTC 溶液 中 ，37 % 恒温 避 光 染色 ，30 min 后 取出 
脑 片 ， 置 于 4% 多 聚 甲醛 中 国定 24 h 后 拍照 。 最 后 使 用 
Image J 软件 进行 分 析 并 计算 大 鼠 的 相对 脑 梗 死 体积 ， 
用 百分比 (0% ) 表示 。 相 对 脑 梗死 体积 = 脑 切片 白色 缺 
血 区 域 体 积 / 脑 切片 总 体积 x 100%。 
1.5.4 ”透射 电镜 法 观察 各 组 大 鼠 脑 皮质 神经 元 超 微 结 
构 ， 取 电镜 固定 液 固 定 后 的 皮质 组 织 ， 以 1% A 
x 0.1 mmol/L 磷酸 缓冲 液 PB 于 室温 固定 2 h 后 漂洗 ，15 
min x3 次。 梯度 乙醇 脱水 ， 丙 酮 渗透 、 包 埋 ， 制 成 超 
WH (厚度 70 nm) ， 铀 铅 双 染色 各 15 min， 室 温 干 
燥 过 夜 ， 将 切片 置 于 透射 电镜 下 x 10 000、x 25 000 观 
察 神经 细胞 超 微 结构 。 
1.5.5 AREER wt PCR 法 检测 大 鼠 脑 皮质 miR-124- 
3p 及 GSK-3B 、Cyp-D 、Cyt-C、Caspase-3 mRNA 表达 
取 脑 皮质 组 织 100 mg， 按 试剂 盒 说 明 ， 经 过 总 RNA 
抽 提 、 反 转录 成 cDNA 样本 后 进行 殉 光 定量 PCR 扩 增 。 
反应 结束 后 根据 测 得 样品 CT 值 , 以 U6、B -actin WAS, 
按照 2-AACT 计算 目 的 基因 的 miRNA 及 mRNA 的 相 
对 表达 量 。 引 物 由 生 工 生物 工程 (上海 ) 股份 有 限 公司 
提供 ， 引 物 序列 见 表 1 。 
1.5.6 Western blotting 检测 大 和 鼠 脑 皮质 GSK-38B、 
p-GSK-3 B 、Cyp-D、Cyt-C、Caspase-3 蛋白 表达 FR 
脑 皮 质 组 织 100 mg， 裂 解 、 离 心 取 上 清 液 、 测 定 蛋 白 
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R1 目的 基因 及 内 参 基 因 的 引物 序列 
Table 1 Primer sequence of target gene and internal reference gene 
基因 名 称 扩 增 长 度 (bp ) 上 游 引 物 (5' 一 3') 下 游 引 物 (5' 一 3') 
B -actin 150 CCCATCTATGAGGGTTACGC TTTAATGTCACGCACGATTTC 
U6 94 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT 
Cyp-D 101 ATCCTTAGCAAGTGTCTCGG CTGGTCAAGGAAAAAGGCAG 
GSK-3B 113 ACTTTGGAAGTGCAAAGCAG ACTAGACGTGTAATCGGTGG 
Cyt-C 86 TAAGACTGGACCAAACCTCC TGTTCTTGTTGGCATCTGTG 
Caspase—3 138 ATGTCGATGCAGCTAACCTC AACTGCTCCTTTTGCTGTGA 
miR-124-3p 64 ACACTCCAGCTGGGTAAGGCACGCGGTG TGGTGTCGTGGAGTCG 
miR-124—3p-RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGGCATT 


浓度 、 加 热 使 蛋白 充分 变性 后 ， 依 次 经 过 电泳 、 转 膜 、 
封闭 ， 漂 洗 ， 加 入 一 抗 ， 过 夜 ，PBST 漂洗 3 Wi, JA 
Ht, KIA 2h, PBST 漂洗 10 min, 重复 3 id. (Ë 
FA ECL 发 光 试 剂 盒 检测 蛋白 , Image J 处 理 分 析 灰 度 值 ， 
以 GAPDH 为 内 参 和 蛋白 ,计算 目 标 蛋 白 相 对 表达 量 ， 目 
的 蛋白 相对 表达 量 = 目的 条 带 灰 度 值 /内 参 条 带 灰 度 值 。 
1.5.7 ” 流 式 细胞 检测 线粒体 通 透 性 转换 孔 开 放 程 度 取 
出 脑 皮质 组 织 加 入 1 ml 混合 消化 液 ， 剪 碎 组 织 后 37 °C 
恒温 箱 中 振荡 消化 ， 过 滤 后 收集 单 细胞 悬 液 ， 加 入 适当 
体积 的 检测 缓冲 液 、Calcein AM HEW, KIAK THE 
液 或 Ionomycin 对 照 重 悬 ，37 C HEIS A 30 min 后 ， 
1 000 xg 室温 离心 5 min 收集 细胞 ， 加 入 400 pl 检测 
缓冲 液 重 悬 细胞 后 进行 流 式 细胞 仪 检测 和 分 析 。Calcein 
的 最 大 激发 光波 长 为 494 am， 最 大 发 射 光 波长 为 517 
nmo 

1.5.8 TUNEL 染色 法 检测 大 鼠 脑 皮质 神经 细胞 凋 亡 
情况 ”将 固定 后 的 脑 组 织 石 蜡 包 埋 、 切 片 (厚度 5 
wm) 。 切 片 依次 经 过 烤 片 、 淄 洗 、 脱 腊 、 洗 片 ， 滴 加 
和 蛋白酶 kK 工作 液 37 CHA 25 min 后 PBS 冲洗 3 次, 滴 
加 Tunel 检测 液 ，37 CHIAMA 60 min, PBS 冲洗 3 
W, WAM DAPI YL, 避 光 反应 10 min. PBS 清洗 后 甩 干 ， 
Hee TEVA ES Fr AB A o BE FFM ( Pannoramic 
MIDI) 44422560) H, CaseViewer 2.2 软件 x 400 观察 
并 记录 图 像 。 每 只 大 鼠 随机 选取 2 张 切片 ， 每 张 切片 随 
机 截取 3 个 视野 ,用 Image J 软件 计算 凋 亡 指数 ( apoptosis 
index, Al) ， 公 式 为 AI ( % ) = 凋 亡 细胞 数 / 总 细胞 数 
x 100%。 

1.5.9 ”免疫 荧光 法 检测 大 鼠 脑 皮 质 GSK-3B 、p-GSK- 
3B 、Cyp-D 的 表达 ”将 标本 从 组 织 固定 液 中 取出 ， 依 
次 进行 脱水 、 淄 蜡 、 包 埋 、 切 片 (厚度 5 pm) 后 浸 洗 
及 脱 腊 ， 抗 原 高 压 修 复 ， 山 羊 血清 封闭 ， 室 温 孵 育 30 
min 后 滴 加 一 抗 ，37 % 孵育 1 h，PBS Yh, AF, Wi 
加 FITC 标记 的 荧光 二 抗 ，37 CHOCIA 30 min, PBS 
冲洗 后 封 片 ， 数 字 切 片 扫描 仪 (Pannoramic MIDI ) 扫描 
荧光 切片 ，CaseViewer 2.2 软件 x 400 观察 并 记录 图 像 。 


每 只 大 鼠 随 机 选取 2 张 切 片 , 每 张 切片 随机 取 3 个 视野 ， 
捷达 JD801 医学 图 像 分 析 系 统 进行 图 像 分 析 ， 计 算 平均 
光 密 度 值 。 

1.6 统计 学 方法 采用 SPSS 26.0 软件 进行 数据 处 理 
和 分 析 ， 采 用 GraphPad Prism 8.0 整理 生成 统计 图 。 符 
合 正 态 分 布 的 计量 资料 数据 以 (x+s) 表示 ，Shapiro- 
Wilk 法 检验 各 指标 数据 的 正 态 性 ，Leven 检验 数据 方差 
齐 性 。 数 据 符合 正 态 分 布 且 方差 齐 时 ， 多 组 间 均 数 比 较 
采用 单 因素 方差 分 析 ， 组 间 两 两 比较 采用 LSD-1 法 , 方 
差 不 齐 时 多 重 比较 采用 盖 姆 斯 - SR Rd. AAPA IE 
态 分 布 的 计量 资料 以 M (Pa, Pa) 表示 ， 多 组 间 比 较 
采用 独立 样本 克 鲁 斯 卡尔 - 沃 利 斯 检验 。 以 P<0.05 为 
差异 有 统计 学 意义 。 

2 结果 

2.1 各 组 大 鼠 mNSS 评分 及 脑 组 织 梗死 情况 比较 ”各 组 
KEL mNSS 评分 和 相对 梗死 体积 比较 ， 差 异 均 有 统计 学 
意义 ( P<0.01 ) 。 假 手术 组 大 鼠 脑 组 织 无 梗死 ， 神 经 功 
能 无 缺损 ; 与 假手 术 组 比较 ， 模 型 组 大 鼠 mNSS 评分 升 
高 、 相 对 梗死 体积 增 大 , 差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ; 
与 模型 组 比较 , 电 针 组 、 抑 制剂 组 大 和 鼠 mNSS 评分 降低 、 
相对 梗死 体积 减 小 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ; 与 
电 针 组 比较 ， 电 针 + 激动 剂 组 大 鼠 mNSS 评分 升 高 、 相 
对 梗死 体积 增 大 , 差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) , 见 图 1、 
表 2。 

2.2 各 组 大 鼠 脑 皮质 神经 细胞 超 微 结构 比较 ”假手 术 
组 大 鼠 脑 皮质 神经 细胞 轮廓 清晰 , 细胞 核 膜 完整 无 皱 缩 ， 
线粒体 形态 多 呈 椭 圆 形 或 权 形 ， 大 小 适中 ， 结 构 完 整 ， 
膜 边界 清晰 ， 岸 纵 行 排列 密集 有 规律 ， 横 纹 排列 清晰 有 
PR, 未 出 现 肿胀 及 空 泡 ; 模型 组 和 电 针 + 激动 剂 组 大 鼠 
的 神经 细胞 体积 缩小 ， 核 膜 皱 缩 ， 线 粒 体 肿 胀 ， 线 粒 体 
DAA, WTA Ri, BEDOK EBON, RAKES 
Fy ZS LIAS 电 针 组 和 抑制 剂 组 大 鼠 细 胞 轮廓 尚 清晰 ， 
细胞 核 膜 轻 度 皱 缩 ， 线 粒 体 呈 椭圆 或 梭 形 ， 略 肿胀 ， 结 
构 完 整 , 膜 尚 清 晰 , 赌 和 横 纹 分 布 基 本 整齐 有 序 , 见 图 2。 
2.3 各 组 大 鼠 脑 皮质 神经 细胞 凋 亡 情况 ”各 组 大 鼠 脑 


202303.10317v1 


chinaXiv 


© 6+ http//www.chinagp.net E-mail:zggkyx@chinagp.net.cn 


电 针 + 
激动 剂 组 


假手 术 组 模型 组 电 针 组 | 组 


抑制 


1 各 组 大 鼠 脑 组 织 相 对 梗死 体积 (TTC 染色 ) 


Figure 1 Relative infarct volume of brain tissue of rats in each group 


R2 各 组 大 鼠 mNSS 评分 及 脑 组 织 相对 梗死 体积 比较 
Table 2 Comparison of mNSS score and infarct volume of brain tissue of 


rats in each group 


、 亢 组 织 相交 
AMO O RE ype Pa) 分 ] PA SOUTER 
x+s, % ) 
假手 术 组 20 0(0, 0) 5 0.00 

模型 组 20 10 (10, 11) ° 5 0.35 + 0.04" 
BEH 20 6(6, 7)” 5 0.22 + 0.04” 
抑制 剂 组 20 6 (5.25, 7)? 5 0.18 + 0.02” 
电 针 + 激动 剂 组 “20 10 (9, 10) ° 5 0.31 + 0.02" 

F(H) 值 86.638 135.041° 

P 值 <0.001 <0.001 


注 :“ 表 示 与 假手 术 组 比较 P<0.05,，“ 表示 与 模型 组 比较 P<0.05， 
“表示 与 电 针 组 比较 P<0.05, °X H IË 


皮质 细胞 凋 亡 指数 比较 , 差异 均 有 统计 学 意义 ( P<0.05 )。 
与 假手 术 组 比较 ， 模 型 组 大 鼠 脑 皮质 细胞 凋 亡 指数 升 高 
(P<0.01) ; 与 模型 组 比较 ， 电 针 组 、 抑 制剂 组 、 电 针 
+ 激动 剂 组 大 鼠 脑 皮 质 细 胞 凋 亡 指数 降低 ( P<0.01 ) ; 
与 电 针 组 比较 , 抑制 剂 组 大 鼠 脑 皮质 细胞 凋 亡 指数 降低 ， 


假手 术 组 模型 组 


x 25000 § 


da S 
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BEF + 激动 剂 组 细胞 凋 亡 指数 增高 (P<0.05 ) ， 见 图 3、 
表 3。 
24 各 组 大 鼠 脑 皮质 GSK-3B 、p-GSK-3B 、Cyp-D 
蛋白 表达 情况 ”各 组 GSK-38B 蛋白 阳性 表达 结果 比较 ， 
差异 无 统计 学 意义 ( P>0.05) 。 各 组 p-GSK-38 蛋白 
阳性 表达 结果 比较 ， 差 异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) 。 与 
假手 术 组 比较 , 模型 组 p-GSK-38B 蛋白 阳性 表达 减弱 ， 
Cyp-D 和 蛋白 阳性 表达 增强 , 差异 有 统计 学 意义 ( P<0.01 》 
与 模型 组 比较 ， 电 针 组 、 抑 制剂 组 、 电 针 + 激动 剂 组 
p-GSK-3 B 蛋白 阳性 表达 增强 ，Cyp-D 蛋白 阳性 表达 
减弱 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.01) ; 与 电 针 组 比较 ， 
抑制 剂 组 p-GSK-3 B 蛋白 阳性 表达 增强 ，Cyp-D 蛋白 
阳性 表达 减弱 ， 电 针 + 激动 剂 组 p-GSK-3B 和 蛋白 阳性 
表达 减弱 ，Cyp-D 蛋白 阳性 表达 增强 ， 差 异 有 统计 学 意 
义 (P<0.05 ) ， 见 图 4、 表 3。 
25 各 组 大 鼠 脑 皮质 miR-124-3p 及 GSK-3B、 
Cyp-D 、Cyt-C、Caspase-3 mRNA 表达 比较 各 组 大 
鼠 脑 皮质 miR-124-3p 及 GSK-3B、Cyp-D、Cyt-C、 
Caspase-3 mRNA 表达 比较 ， 差 异 均 有 统计 学 意义 
(P<0.05) 。 与 假手 术 组 比较 ， 模 型 组 大 鼠 脑 皮质 
miR-124-3p 及 Cyp-D Cyt-C, Caspase-3 mRNA 表达 
增高 ，GSK-3B mRNA 表达 降低 ， 差 异 有 统计 学 意义 
(P<0.01) ; 与 模型 组 比较 ， 电 针 组 、 抑 制剂 组 、 电 针 
+ 激动 剂 组 miR-124-3p 及 Cyp-D、Cyt-C、Caspase-3 
mRNA 表达 降低 ， 电 针 组 、 抑 制剂 组 GSK-3B mRNA 
表达 增高 ， 电 针 + 激 动 剂 组 CSK-3B mRNA 表达 增 
高 ， 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05 ) ; 与 电 针 组 比较 ， 
抑 制剂 组 miR-124-3p 及 Cyp-D、Cyt-C、Caspase-3 
mRNA 表达 降低 ，GSK-3 B mRNA 表达 增高 ， 差 异 有 统 
计 学 意义 (P<0.05 ) ， 电 针 + 激动 剂 组 miR-124-3p、 
Cyt-C、Caspase-3 mRNA 表达 增高 ， 差 异 有 统计 学 意义 
(P<0.05) ， 见 表 4。 
2.6 各 组 大 鼠 脑 皮质 p-GSK-3B/GSK-3B 、Cyp-D、 


抑制 剂 组 LET + 激动 剂 组 


oS S 


y 


注 : 图 中 红色 箭头 所 示 细胞 膜 ， 蓝 色 箭头 所 示 细 胞 核 ， 绿 色 箭头 所 示 线 粒 休 


2 各 组 大 鼠 脑 皮质 神经 细胞 超 微 结构 ( 透射 电镜 ) 


Figure2 Ultrastructure of neurons in cerebral cortex of rats in each group 


中 国 全 科 医 学 杂志 


TUNEL Merge 


{PARE 


Rn) 


注 ， 蓝 色 菊 光 标记 细胞 核 (DAPI) ， 绿 色 欧 光 为 TONEL 阳性 组 


胞 
图 3 各 组 大 鼠 脑 皮质 神经 细胞 凋 亡 情况 (TUNEL 染色 ，x 400 ) 


Figure 3 Apoptosis of neurons in cerebral cortex of rats in each group 


表 3 各 组 大 鼠 脑 皮质 GSK-3B 、p-GSK-3B、 
及 Tunel 细胞 凋 亡 指数 比较 (X45, n=5) 
Table 3 Comparison of GSK-3 B , p-GSK-3 B ， 


expression and apoptosis index of Tunel cells in cerebral cortex of rats in 


Cyp-D Æ 和 阳性 表达 


Ji 


Cyp-D protein positive 


each group 


组 别 只 数 TUNEL GSK-3B  p-GSK-3ß Cyp-D 
假手 术 组 5 0.16+0.02 0.59+002 0.614003 0.14+0.01 
模型 组 5 0,600.03" 0.60+0.04 0.16 + 0.02" 0.61 +0.04 
MEI 5 0370.02 0.59+0.02 0.37+0.04" 0.37 + 0.02 
抑制 剂 组 5 0.29+0.02" 0.59+001 0.50+0.03" 0.28 + 0.02" 
Wet + 激动 剂 组 5  0.41+0.03™ 0.602005 0.274003" 0.46 +0.04 

FË 251.206 0.205 157.005 193.968 

PË <0.001 0.932 <0.001 <0.001 


注 :“ 表 示 与 假手 术 组 比较 P<0.01, > 表示 与 模型 组 比较 P<0.01, 
“表示 与 电 针 组 比较 P<0.05 


3 蛋白 表达 比较 各 组 大 鼠 脑 皮 质 
p-GSK-3B/GSK-3B 、 aes Cyt-C, 蛋白 
表达 比较 ， 差 异 均 有 统计 学 意义 (P<0.05 ) 。 与 假手 
术 组 比较 ,模型 组 大 鼠 脑 皮质 p-GSK-3B/CSK-3B 值 
降低 ， Cyp-D、 Cyt-C、 Caspase-—3 和 蛋白 相对 表达 量 增高 
( P<0.01 ); 与 模型 组 比较 , 电 针 组 、 抑 制剂 组 p-GSK-3B/ 

;SK-3B 值 增高 ，Cyp-D、Cyt-C 蛋白 相对 表达 量 降 低 
( P<0.01 ) ，Caspase-3 蛋白 相对 表达 量 降低 ( P<0.01、 
P<0.05) ; 电 针 + 激动 剂 组 Cyp-D、Cyt-C 蛋白 相对 
表达 量 降 低 (P<0.01)，,，p-CSK-3B/ CSK-3B 值 增 
高 、Caspase-3 蛋白 相对 表达 量 降低 ， 差 异 均 无 统计 学 
意义 (P>0.05) 。 与 电 针 组 比较 ， 抑 制剂 组 Cyp-D、 
Cyt-C 蛋白 相对 表达 量 降 低 Pa 01); 电 针 + 激动 

剂 组 Cyp-D Cyt-C 蛋白 相对 表达 量 增 高 ( P<0.01 ) , 
p-GSK-3 B / GSK-3 B 值 降低 ，( 3 蛋白 相对 表达 
量 增高 ， 差 异 均 无 统计 学 意义 ( P>0.05 ) ， 见 图 5 


Cyt-C、 Caspase—3 


Caspase—3 
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Caspase— 
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DAPI 


p-GSK-3 B 


piiraa 


Cyp-D 


TE: 蓝 色 荧光 标记 细胞 核 (DAPI ) ， 绿 色 荧 光 分 别 标 记 GS SK- 
3B. p-GSK-3B 、Cyp-D 表达 ，Merge 为 合 图 ; AX GSK-38, BH 
p-GSK-3B ，C 为 Cyp-D 

4 ”各 组 大 鼠 脑 皮质 GSK-3 B 、p-GSK-3B 、 
疫 荧光 染色 ) 

Figure 4 Expression of GSK-3 B , 


cortex of rats in each group 


2.7 各 组 大 鼠 脑 皮质 神经 元 细胞 线粒体 MPTP 的 开放 
程度 比较 ”与 假手 术 组 比较 ， 模 型 组 线粒体 MPTP 开放 


Cyp-D 表达 情况 ( 免 


p-GSK-3 B and Cyp-D in cerebral 
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ZAK BEIM SZ Jot miR-124— 7SK-3 B 、 p-D, Cyt-C, Caspase-3 mRNA 表达 比较 (xs, 
#4 各 组 大 鼠 脑 皮质 24-3p 及 GSK-3B . Cyr Cyt-C、Caspase-3 A 表达 比较 ( 
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n=6 ) 


Table 4 Comparison of miR-124-3p, GSK-3B, Cyp-D, Cyt-C, Caspase-3 mRNA expressions in cerebral cortex of rats in each group 


组 别 只 数 miR-124-3p GSK-3 B Cyp-D Cyt-C Caspase-3 
假手 术 组 6 1.00 + 0.05 1.02 + 0.03 0.91 +0.14 0.97 + 0.08 0.98 + 0.05 
模型 组 6 1.94 + 0.10" 0.48 + 0.11" 2.32 + 0.11" 2.78 + 0.04" 1.92 + 0.11" 
EEFE 6 1.32 + 0.05” 0.79 + 0.08” 1.88 + 0.24” 2.09 + 0.14" 1.38 + 0.03” 
抑制 剂 组 6 0.16 + 0.01" 0.94 + 0.05" 1.40 + 0.16" 1.59 + 0.05" 1.24 + 0.05" 
BEF + 激动 剂 组 6 1.46 + 0.06" 0.68 + 0.05° 2.06 + 0.08" 2.42 + 0.05" 1.59 £0.08" 
F (fi 664.668 57.980 78.919 487.748 162.193 
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 
注 :“ 表 示 与 假手 术 组 比较 P<0.05,“ 表示 与 模型 组 比较 P<0.05,“ 表示 与 电 针 组 比较 P<0.05 


TA 
术 组 模型 组 ” 电 针 组 ”抑制 剂 组 激动 剂 


p-GSK-3 B 


图 5 各 组 大 鼠 脑 皮质 p- 
Caspase-3 蛋白 表达 比较 
Figure 5 Comparison of p-GSK-3 B / GSK-3 B protein expression ratio 


and GSK-3 B , Cyp-D, Cyt-C, Caspase-3 protein expressions in cerebral 


cortex of rats in each group 


表 5 各 组 大 鼠 脑 皮质 p-GSK-3B/GSK-3B , Cyp-D, Cyt-C, 
Caspase-3 蛋白 表达 比较 (x +s, n=6 ) 
Table $S Comparison of p-GSK-3 B / GSK-3 B protein expression ratio 


and GSK-38 , Cyp-D, Cyt-C, Caspase-3 protein expressions in cerebral 


cortex of rats in each group 


组 别 只 数 l pD Cyt-C Caspase~3 
假手 术 组 6 095+0.18 025+006 0.08+0.05 010+002 
模型 组 6 0370.13 0.954 0.12" 0.82+0.10 0.79 +0.14 
WEI 6 062+0.13 051+0.0% 0.43 +0.12" 0.46 +0.13" 
抑制 剂 组 6 073+0.10 036+0.03" 0.10+0.06" 0.31 + 0.08" 
电 针 + 激 动 剂 组 6 047+011 0754011™ 0.60+0.09" 0.62 +0.09 
F fff 17.343 65.481 80.363 41.303 
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 


注 :“ 表 示 与 假手 术 组 比较 P<0.01,，“ 表示 与 模型 组 比较 P<0.05， 


“表示 与 电 针 组 比较 P<0.05 


程度 明显 增加 ( P<0.01 ) ; 与 模型 组 比较 ， 电 针 组 、 抑 
制剂 组 、 电 针 + 激动 剂 组 线粒体 MPTP 开放 程度 降低 
(P<0.01 ) ; 与 电 针 组 比较 ， 抑 制剂 组 线粒体 MPTP 开 
放 程 度 降低 (P<0.05 ) 、 电 针 + 激动 剂 组 线粒体 MPTP 
开放 程度 增加 ( P<0.05 ) ， 见 图 6、 表 6。 
3 讨论 

本 研究 采用 “ 通 督 调 神 ” 电 针 预 处 理 CIRI 模 型 大 鼠 ， 


表 6 各 组 大 鼠 脑 皮质 
n=4 ) 
Table 6 Comparison of openness degree of MPTP in cerebral cortex 


神经 细胞 线粒体 通 透 性 转换 孔 开 放 程度 比较 


(xs, 


neurons of rats in each group 


组 别 只 数 MPTP 阳性 细胞 率 ( % ) 
假手 术 组 4 20.575 + 2.085 
模型 组 4 0.865 + 0.207" 
电 针 组 4 6.753 + 0.076" 
抑制 剂 组 4 16.350 + 0.493" 
BEF + 激动 剂 组 4 2.690 + 0.338" 
F (Ë 313.385 
P {Ë <0.001 


“表示 与 电 针 组 比较 P<0.05 


nt 


选 穴 百 会 、 风 府 、 大 椎 。 百 会 乃 “ 三 阳 五 会 ”， 聚 一 身 
之 阳 气 汇 于 茵 项 ; 大 椎 为 “ 诸 阳 之 会 ”， 具 有 保健 强身 
之 效 ; 风 府 可 “ 醒 脑 调 神 ”， 三 穴 均 为 督 脉 之 要 穴 ， 共 
用 有 通 督 调 神 、 燃 理 阴阳 之 功 ' "1 。 研 究 表明 ，“ 通 
督 调 神 ” 针 刺 能 够 促进 神经 髓 鞘 再 生 、 调 节 细 胞 自 鸣 ， 
改善 CIRI 后 大 鼠 神 经 功能 ， 但 其 更 为 具体 的 作用 机 制 
尚未 明晰 '**1。 因 此 ， 探 讨 “ 通 督 调 神 ” 电 针 预 处 理 
减轻 CIRI 作用 机 制 ， 对 于 本 病 的 防治 意义 重大 。 本 研 
究 中 ，CIRI 模型 大 鼠 神经 功能 损伤 评分 增高 、 相 对 醒 
死 体积 增 大 、TUNEL 阳性 细胞 率 增高 ; 电 针 预 处 理 后 ， 
大 鼠 神经 功能 损伤 评分 及 梗死 体积 减少 、TUNEL 阳性 
细胞 率 明 显 降低 ， 表 明 “ 通 督 调 神 ” 电 针 预 处 理 可 抑 
制 CIRI 的 发 生 和 发 展 ， 减 轻 神 经 功能 损伤 ， 与 相关 研 
Be (25-76) 结果 一 致 。 

细胞 凋 亡 是 CIRI 的 一 种 细胞 死亡 方式 '”1 ， 而 线 
粒 体 功能 障碍 介 导 细胞 凋 亡 的 内 源 性 途径 ， 并 发 挥 中 心 
调控 作用 "站 。MPTP 位 于 线粒体 内 外 膜 之 间 的 接触 点 
上 ， 对 调控 线粒体 通 透 性 起 关键 作用 2; ， 当 MPTP 过 
度 开 放 时 ， 线 粒 体 与 细胞 质 之 间 的 离子 交换 异常 ， 导 致 
线粒体 结构 和 功能 异常 。 线 粒 体内 膜 上 Cyt-C 释放 
到 细胞 质 中 ， 并 进一步 活化 Caspase_3 等 凋 亡 相关 因子 ， 
诱发 凋 亡 发 生 、 加 重 神经 损伤 。 本 研究 透射 电镜 显示 
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图 6 各 组 大 鼠 脑 皮质 神经 细胞 线粒体 通 透 性 转换 孔 开 放 程度 比较 〈 流 式 细胞 技术 ，4 只 鼠 / 组 ) 


Figure 6 Comparison of openness degree of MPTP in cerebral cortex neurons of rats in each group 


CRI 大 鼠 线粒体 形态 破坏 严重 ， 流 式 细 胞 术 结 果 显 示 
MPTP 开放 程度 升 高 ; 电 针 组 线粒体 结构 尚 完整 ，MPTP 
开放 程度 降低 ， 提 示 电 针 预 处 理 对 CIRI 后 的 神经 保护 
作用 可 能 与 抑制 MPTP 开放 、 进 而 保护 线粒体 功能 有 关 。 

miR-124 是 参与 缺 血 再 灌注 损伤 发 生机 制 的 重要 调 
PREF OU 。 李 杰 等 呈 ] 研究 发 现 ， 采 用 冲击 波 干预 脑 
梗死 大 鼠 可 降低 海马 组 织 miR-124 表达 ， 促 进 神经 干 
细胞 增殖 ， 改 善 受 损 神经 功能 。 研 究 发 现 ，miR-124 表 
达 下 调 可 增强 GSK-3B 的 表达 , 减弱 Wnt/B -catenin 
途径 的 活性 ， 发 挥 保护 性 作用 O 。GSK-3B 是 一 种 在 
体内 广泛 表达 的 的 信和 号 转 导 激酶 ， 参 与 细胞 的 多 种 生 
理 过 程 ， 如 代谢 、 凋 亡 和 免疫 调节 等 。 目 前 ， 已 有 
研究 发 现 CSK-3B 信号 传导 通路 与 调控 MPTP 开放 有 
3635) ， 其 磷酸 化 产物 p-GSK-3 B 在 CIRI 中 的 神经 保 
护 作 用 已 被 证 实 ， 即 通过 抑制 MPTP 的 开放 来 维持 线 粒 
体 再 灌注 损伤 后 的 跨 膜 电 位 °°! 。Cyp-D 是 构成 MPTP 
最 关键 的 调节 和 蛋白， 也 是 参与 神经 元 缺 血 性 死亡 的 重要 
物质 '”|。Cyt-C、Caspase-3 是 重要 的 促 凋 亡 蛋 白玉 ， 
Caspase-3 被 认为 是 细胞 凋 亡 的 标志 "1 o 

本 研究 中 ， 模 型 组 大 鼠 脑 皮质 mRNA-124-3p 表达 
Ft. GSK-3B mRNA、p-CSK-3 B/CSK-3B 蛋白 表达 


比值 降低 、Cyp-D 蛋白 及 mRNA 表达 增高 ， 电 针 和 抑制 
剂 干预 后 mRNA-124-3p 表达 降低 、GSK-3B mRNA, 
p-GSK-3 B/GSK-3B 蛋白 表达 比值 增高 、Cyp-D 蛋白 
及 mRNA 表达 降低 ,说明 mRNA-124 被 抑制 后 可 靶 向 
激活 GSK-3 B ,进而 通过 上 调 磷 酸化 GSK-3 B 的 表达 ， 
从 而 抑制 Cyp-D 介 导 的 MPTP 开放 ， 起 到 保护 线粒体 
的 作用 。 与 模型 组 比较 ， 电 针 组 和 抑制 剂 组 Cyt-C、 
Caspase-3 蛋白 及 mRNA 表达 降低 ， 说 明细 胞 凋 亡 得 到 
抑制 、 细 胞 功能 相对 稳定 。 该 结果 进一步 验证 电 针 预 处 
理 可 能 通过 负 向 调控 大 鼠 神经 细胞 mRNA-124-3p 、 进 
而 抑制 MPTP 开放 发 挥 神 经 保护 作用 。 

为 了 进一步 验证 “ 通 督 调 神 ” 电 针 预 处 理 对 CIRI 
大 鼠 神 经 细胞 线粒体 MPTP 的 影响 是 否 与 miR-124- 
3p/GSK-3 B /Cyp-D 信和 号 通路 相关 ， 本 研究 设置 了 miR- 
124-3p 抑制 剂 组 和 电 针 + 激动 剂 组 。 结 果 显 示 ， 抑 制 
剂 组 miR-124-3p 及 Cyp-D Cyt-C, Caspase-3 表达 降 
低 ，GSK-3B 表达 增高 ， 总 体 结果 与 电 针 组 趋同 ， 而 
电 针 与 miR-124-3p 激动 剂 联 用 后 ， 其 抑制 miR-124- 
3p、 进 而 激活 GSK-3 B 抑制 MPTP 开放 的 作用 被 逆转 。 
进一步 说 明 “ 通 督 调 神 ” 电 针 预 处 理 对 CIRI 大 鼠 神经 
功能 损伤 发 生发 展 的 抑制 作用 ， 可 能 是 通过 调控 miR- 
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124-3p/GSK-3 B /Cyp-D 信号 通路 ， 抑 制 神 经 细胞 线 粒 
体 MPTP 开放 。 课题 组 前 期 研究 “i 发现，“ 通 督 调 神 ” 
针 刺 法 对 中 风 高 危 因 素 的 干预 可 有 效 控制 “中 风 先 兆 ” 
的 进展 ， 本 研究 对 今后 开展 针灸 预 处 理 防 治 缺 血性 脑 众 
中 的 临床 应 用 具有 积极 的 促进 作用 。 然 而 ， 电 针 预 处 理 
预防 CIRI 的 作用 机 制 复 杂 ， 仍 有 等 进一步 深入 研究 。 
本 研究 中 大 鼠 为 吸入 异 氛 烷 麻醉 状态 下 电 针 ， 麻 醇 药 对 
大 鼠 神经 系统 的 影响 是 否 影响 到 本 实验 尚未 得 知 ， 这 使 
得 本 实验 存在 一 定 的 局 限 性 和 不 足 ， 后 续 研究 将 通过 查 
阅 文献 、 实 体 实验 等 方式 优化 电 针 方式 , 减少 干预 因素 。 
作者 贡献 : 张 国 庆 、 童 婷 婷 、 李 奎 武 提出 研究 构思 
与 实验 设计 ， 负 责 实 验 实施 ， 观 察 指 标的 测量 与 数据 收 
集 ; 张 国 庆 、 童 婷 婷 负责 撰写 论文 初稿 ; FERTA 
计 学 分 析 ， 吴 晓 睛 、 汪 俊 丽 负责 数据 收集 与 统计 结果 审 
核 ; 张 利 达 、 张 君 宇 负责 整体 实验 评估 ， 观 察 指标 的 数 
据 收 集 ; 韩 为 、 王 颖 负责 文章 的 质量 控制 及 审 校 ， 对 文 
章 整 体 进行 监督 管理 ; 所 有 作者 确认 了 论文 终 稿 。 
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